New generation sequencing: the parasite paradigm by Vilares, Anabela et al.
34
_Resumo
Toxoplasma gondi i é um protozoário intracelular obr igatór io responsável 
pela Toxoplasmose, infetando diferentes espécies incluindo o Homem. Na 
Europa e no Nor te da América, T. gondi i tem uma população clonal cons-
tituída por tipo I, I I, I I I. No entanto, estudos recentes têm descr ito uma 
maior diversidade genética, com a identi f icação de estirpes recombinan-
tes e atípicas mais v irulentas. Em Por tugal, o conhecimento dos genótipos 
circulantes de T. gondi i é l imitado. Neste sentido, estudou-se a diversida-
de genética de 68 estirpes, incluindo 51 estirpes de T. gondi i isoladas em 
Por tugal, a estirpe de referência RH e 16 outras estirpes de referência. 
Neste estudo real izou-se a genotipagem clássica (Sag2), PCR multiplex de 
5 microssatél i tes e uma combinação de sequenciações por Sanger e NGS 
de oito loci responsáveis pela v irulência. A genotipagem clássica (t ipo I, I I, 
I I I ) foi obtida em 100% das estirpes e mostrou que a maior ia das estirpes 
isoladas em Por tugal eram do tipo I I (70,6%; 36/51) e as restantes 15 do 
tipo I. A anál ise de microssatél i tes por PCR multiplex aumentou o poder 
discr iminatór io em apenas mais um tipo identi f icado. Contudo, quando se 
adicionaram as metodologias de sequenciação por Sanger e NGS o poder 
discr iminatór io aumentou para 36 tipos diferentes. A combinação destas 
metodologias (Sanger/NGS) permitiram a identi f icação de uma estrutura 
mosaico nos isolados de T. gondi i em Por tugal, não conseguida anter ior-
mente por qualquer uma das outras tecnologias uti l izadas. 
_Abstract
Toxoplasma gondi i is an obl igate intrace l lu lar protozoan parasi te, which 
is responsib le for toxoplasmosis in d i f fe rent species, inc luding humans. 
T. gondi i have a d ist inct c lonal populat ion structure composed of type I, 
I I and I I I l ineages in Nor th Amer ica and Europe. However, recent studies 
demonstrated a h igher d ivers i ty g iven by recombinant and atypic stra ins, 
which are be l ieved to be more vi ru lent. The scenar io of the d istr ibut ion 
of T. gondi i genotypes is lack ing in Por tugal. In order to achieve th is kno-
wledge we studied the genet ic d ivers i ty of 68 T. gondi i stra ins, inc luded 
51 isolated in Por tugal, a reference stra in RH and 16 others reference 
stra ins). We per formed c lass ica l genotyping (Sag2), 5 microsate l l i tes 
mult ip lex PCR and a combinat ion of Sanger sequencing and Nex t Ge-
nerat ion Sequencing (NGS) of e ight loc i l ike ly responsib le for v i ru lence. 
The c lass ica l genotyping was achieved in 100% of stra ins. The major i-
ty of stra ins (70.6%; 36/51) isolated in Por tugal were type I I whereas the 
others 15 were type I. However, when Sanger and NGS sequencing me-
thodologies were added, d iscr iminatory power increased to 36 di f fe rent 
types. The combinat ion of these methodologies (Sanger/NGS) a l lowed 
the ident i f icat ion of a mosaic ism in the isolates of T. gondi i in Por tugal, 
previously not achieved by any of the other technologies used.
_Introdução
Toxoplasma gondii é o parasita responsável pela Toxoplasmo-
se infetando diferentes hospedeiros incluindo os humanos (1,2). 
A infeção por T. gondii é na sua maioria assintomática no indi-
víduo imunocompetente, sendo extremamente agressiva no re-
cém-nascido, causando cegueira e/ou doença com sequelas 
do sistema nervoso central. Nos indivíduos imunodeprimidos a 
doença pode levar à morte (3).
Nos últimos anos diferentes investigadores têm adotado Next 
Generation Sequencing (NGS) em detrimento da sequencia-
ção clássica (Sanger sequencing) (4,5). Apesar da sequen-
ciação por Sanger permitir a identif icação de alelos com uma 
frequência superior a 50%, quando existe mistura de genó-
tipos, recombinação ou espécies com alelos de frequência 
inferior, estes são “mascarados”, perdendo-se assim a sua 
identif icação (6,7). 
Existem três tipos de NGS para sequenciação de DNA: 1) a se-
quenciação do genoma completo (WGS, na sigla em inglês), 
2) a sequenciação de todos os exões (WES) e 3) a sequencia-
ção de zonas alvo do genoma. WGS avalia todo o conteúdo do 
genoma de um indivíduo em estudo, enquanto que WES sequ-
ência apenas zonas do genoma codificantes de proteínas. Em 
contrapartida a sequenciação de zonas alvo do genoma, utili-
za regiões específicas do genoma (intrões ou/e exões), que têm 
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como base alguns locus específicos ligados a mecanismos de 
patogenicidade ou resistência conhecidos (8).
No caso dos parasitas, como Toxoplasma gondii que tem um 
genoma com 14 cromossomas e cerca de 65 Mb, WGS requer 
tecnologias com equipamentos dispendiosos, levando a maio-
ria dos laboratórios a utilizarem apenas zonas específicas do 
genoma do protozoário (9-12).
Alguns estudos de filogenia e resistência a fármacos antipara-
sitários têm sido publicados utilizando a tecnologia NGS (9,13), 
contudo não há qualquer estudo deste género aplicado a estir-
pes de Toxoplasma gondii isoladas em Portugal.
_Objetivo
Este estudo tem como objetivo demonstrar a mais-val ia das 
novas metodologias para a caracter ização genética de es-
tirpes de T. gondi i de origem humana isoladas no Instituto 
Nacional de Saúde Doutor Ricardo Jorge (INSA) entre 1994 
e 2013.  
_Material e métodos
Amostra
As amostras util izadas neste estudo pertencem à coleção de 
estirpes de Toxoplasma gondii do INSA, tendo sido isoladas 
em humanos entre 1994 e 2013.
Entre 1994 e 2013, foram isoladas 51 estirpes de T. gondii, 50 
associados à toxoplasmose congénita (CT) e uma proveniente 
de uma biópsia cerebral (BC) pertencente a um doente com 
SIDA. Foram ainda estudadas 17 estirpes internacionais de 
controlo. 
PCR, Sanger sequencing and NGS 
Foram efetuadas PCR das duas sequências terminais 5’ e 3’ 
do gene Sag2 (genotipagem clássica em I, II, III com base 
na RFLF), PCR multiplex de 5 microssatélites e PCR em oito 
zonas alvo (Sag1, Sag2- sequencias terminais 5’ e 3’, Sag3, 
CB21-4, M102, L363, PK1, Gra6) para proceder à sequencia-
ção (Sanger e NGS) em todos os isolados. Para aplicação da 
metodologia de NGS os produtos de PCR de cada isolado 
foram purif icados antes de se proceder à preparação da 
biblioteca genómica e subsequentemente sequenciados no 
equipamento MiSeq (I l lumina). 
_Resultados
A genotipagem clássica pelo gene Sag2 (I,II,III) foi conseguida 
em 100% das amostras, sendo a maioria dos isolados de 
Toxoplasma gondii pertencentes ao tipo II (70,6%; n=36) e os 
restantes do tipo I (29,4%, n=15) nos isolados de humanos em 
Portugal. Nestes mesmos isolados não se identificou qualquer 
estirpe do tipo III. 
Através da análise conjunta dos isolados de Portugal e das 
estirpes de referência foi possível verificar que a introdução 
da PCR multiplex dos 5 microssatélites não aumentou o poder 
discriminatório por locus (máximo de 4 tipos). 
Após a inclusão dos loci para os quais se determinou a sequ-
ência nucleotídica (por Sanger e/ou NGS) o poder discrimina-
tório aumentou consideravelmente. De facto, 6 dos 8 loci 
permitiram discriminar mais de 10 tipos, sendo que Sag2 
permitiu identif icar 23 tipos entre as 68 estirpes analisadas. 
É, ainda, de destacar, que em 40 estirpes foi possível obter 
dados para todos os loci, com a exceção do L363 e Sag1 
em que se obteve baixo sucesso de sequenciação. A combi-
nação dos perf is obtidos permitiu diferenciar 36 tipos das 40 
estirpes estudadas (gráfico 1). 
Para além deste elevado poder discr iminatório, esta nova 
abordagem desvendou per f is recombinantes reveladores 
de estruturas genéticas mosaico em T. gondii (estudo em 
progresso).
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Gráfico 1: Comparação de perfis para os diferentes loci das estirpes de Toxoplasma gondii analisadas.
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_Discussão e conclusão
Atualmente a metodologia NGS está presente e é indispensá-
vel na investigação genómica. A utilização dos dados obtidos 
por NGS permite a identificação de marcadores em larga 
escala do genoma completo, bem como a identificação de 
eventos de recombinação (14). O presente estudo, que consti-
tui a primeira abordagem em Portugal utilizando a técnica 
NGS aplicada a T. gondii, permitiu obter um elevado poder 
discriminatório relativamente às outras metodologias anterior-
mente utilizadas, principalmente no que se refere aos fenóme-
nos de recombinação neste parasita (gráfico 1). À semelhança 
dos avanços da epidemiologia molecular de outras doenças 
infeciosas estas metodologias permitem uma melhor compre-
ensão do perfil genético das estirpes circulantes em Portugal, 
com ganho para a vigilância da infeção congénita, para a 
possível deteção de surtos (embora raros) e subsequente 
implementação de medidas de controlo.
Apesar de atualmente a terapêutica uti l izada ser indepen-
dente do genótipo identif icado pelo método clássico, não 
é de descar tar que com a revelação de novas relações de 
fenótipo/genótipo identif icadas por esta nova tecnologia, 
este facto poderá contr ibuir no futuro para uma melhor ade-
quação da terapêutica quer na infeção congénita, quer nas 
infeções adquir idas pelos imunodeprimidos.
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